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Il carcinoma epatocellulare (CE) : Epidemiologia. 
La distribuzione del CE nel mondo non è omogenea, questo fenomeno trova 
una spiegazione all’interno della sua patogenesi in quanto determinata da 
fattori genetici e circostanze ambientali. Al mondo, la maggior parte dei casi 
di CE (80%) sono riscontrati nell’Africa Subsariana e nell’Asia orientale.  
La Cina da sola rende conto per più del 50% dei casi al mondo (incidenza 
standardizzata per età: maschi 35,2/100.000; femmine 13,3/100.000).  Altre 
regioni ad alta incidenza (20/100.000) includono il Senegal (maschi, 
28,47/100.000; femmine 12,2/100.000), Gambia (maschi, 39,67/100.000; 
femmine, 14,6/100.000), e Sud Corea (maschi, 48,8/100.000; femmine, 
11,6/100.000). Nord e Sud America, Nord Europa e Oceania rappresentano 
aree a bassa incidenza per il tumore epatico (5,0/100.000).  Incidenze molto 
basse si riscontrano in Canada (maschi, 3,2/100.000; femmine, 
1,1/100.000), Colombia (maschi, 2,2/100.000; femmine, 2,0/100.000), 
Regno Unito (maschi, 2,2/100.000; femmina, 1,1/100.000), a Australia 
(maschi, 3,6/100.000; femmine, 1,0/100.000). Per i paesi del Sud Europa si 
hanno incidenze medie (5,0–20,0/100.000).; Spagna (maschi, 7,5/100.000; 
femmine, 2,4/100.000), Italia (maschi, 13,5/100.000; femmine, 
4,6/100.000), Grecia (maschi, 12,1/100.000; femmine, 4,6/100.000) (1).  
Molti paesi asiatici ad alta incidenza attualmente vaccinano tutti i nuovi nati 
contro il virus dell’epatite B (HBV) e l’effetto sull’incidenza inizia a essere 
evidente(2). Altri importanti fattori di incidenza sono la razza, le abitudini di 
vita e il sesso; per quest’ultimo si ha una tendenza a favore del sesso 
maschile, per questo motivo, diversi laboratori, compreso il nostro, stanno 
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studiando, con modelli adatti, l’eventuale coinvolgimento degli ormoni 
sessuali e le differenze fisiologiche  tra sessi nella patogenesi e progressione 
del Carcinoma Epatocellulare.   
 
Aspetti molecolari del Carcinoma Epatocellulare. 
Da studi clinico-statistici, è noto che il tumore epatico nella maggior parte 
dei casi viene diagnosticato in uno stadio ormai avanzato, quando sono già 
presenti segni clinici, quando il decorso della malattia è quasi sempre 
caratterizzato da un rapida e fatale conclusione. Le nuove tecniche di 
indagine diagnostica attualmente rappresentano un vantaggio nel 
determinare un intervento sempre più tempestivo ed efficace; inoltre 
l’esame dei fegati rimossi dai pazienti che hanno subito il trapianto ha dato 
l’opportunità di identificare e analizzare lesioni precancerose e piccoli 
tumori, consentendo l’individuazione di alterazioni sempre più 
caratteristiche e precoci. Ultimamente, notevoli progressi nella biologia 
molecolare del carcinoma epatocellulare hanno definito alcuni eventi 
implicati nella trasformazione maligna del fegato, e reso possibile 
l’identificazione di diverse vie di cancerogenesi che possono determinare lo 
sviluppo e la progressione di questa neoplasia.  
  
Da tali studi è stato pertanto desunto che la storia naturale del CE è molto 
lunga e può essere schematizzata in tre fasi temporali: (i)la fase molecolare, 
(ii) la fase preclinica, (iii) la fase clinica o sintomatica. Lo studio eseguito 
per la stesura di questa tesi, interessa la prima fase. La fase molecolare, 
indipendentemente dalle considerazioni sulla condizione del microambiente, 
include una serie di alterazioni genetiche sequenziali che portano alla 
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trasformazione cellulare. Queste alterazioni coinvolgono cellule 
differenziate e conferiscono un vantaggio nella crescita promovendo la 
proliferazione e inibendo l’apoptosi. Alcuni studi eseguiti su pazienti 
positivi per il virus dell’epatite C (HCV) hanno dimostrato che lo sviluppo 
del CE richiede circa 10 anni dalla diagnosi di cirrosi e circa 30 anni 
dall’esposizione al virus(3). La sequenza temporale non è stata ben definita 
per gli altri fattori di rischio, ma una simile cronologia di eventi potrebbe 
essere applicabile ai processi degenerativi-tossici provocati dall’alcool. 
Diversamente la successione di eventi della cancerogenesi in relazione 
all’infezione cronica da HBV è meno prevedibile(4). Durante la fase 
preneoplastica (con presenza di epatite cronica e cirrosi) le alterazioni 
genetiche sono quasi interamente quantitative e si determinano spesso 
attraverso meccanismi epigenetici senza cambiamento nella struttura 
genica(5).  In questa fase, gli epatociti vanno incontro ad un’intensa 
stimolazione mitogenica dovuta all’esposizione ad elevati livelli di fattori di 
crescita come il fattore di crescita simile all’insulina (insulin-like growth 
factor-2, IGF-2), il fattore di crescita trasformante alfa (transforming growth 
factor-α, TGF-α), l’interleuchina 6 e le altre citochine favorenti le 
condizioni infiammatorie che possono portare all’attivazione delle maggiori 
vie del segnale coinvolte nella proliferazione cellulare, nella sopravvivenza 
e nell’angiogenesi(6).  
L’espressione intensificata dei fattori di crescita e delle citochine è guidata 
dall’infiammazione, dall’azione delle proteine virali e dalla risposta 
rigenerativa provocata dalla deplezione cellulare. I meccanismi attraverso 
cui questi fattori agiscono, ad esempio sull’espressione dei geni, includono 
l’attivazione cis-trans e l’induzione alla metilazione o l’acetilazione del 
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DNA, con conseguente inattivazione/attivazione dei promotori dei geni non 
sono ancora pienamente definiti(7).  Inoltre, le proteine virali, come la 
proteina X (HBX) prodotta dal virus dell’epatite B, possono direttamente 
stimolare le principali cascate chinasiche citosoliche(8). Le alterazioni 
strutturali dei geni, si sviluppano lentamente durante la fase preneoplastica e 
incrementano velocemente nelle fasi displastica e neoplastica. Queste 
possono risultare in diversi meccanismi; tra i più importanti nella genesi del 
CE ricordiamo l’alterazione genica, capace di modificare, alterare la 
regolazione e l’efficienza delle proteine implicate nella riparazione del 
DNA, come p53 o pRb, e il pool proteico cellulare che previene il danno al 
DNA esercitato dalle molecole ad alta attività ossidativa che mostra 
condizioni di stress prodotto in seguito a presupposti infiammatori e infine 
l’aumentata proliferazione fornita in risposta alla deplezione cellulare 
chimica o meccanica.  
È molto probabile che questi fenomeni agiscano di concerto per determinare 
le condizioni di sviluppo del Carcinoma Epatocellulare a livello molecolare.  
Le modifiche nel genoma riscontrate nei CE presentano un’alta eterogeneità 
suggerendo che il fenotipo neoplastico può essere determinato da differenti 
“percorsi genetici”. In verità, molti geni e alterazioni geniche sono state 
documentate nelle cellule tumorali di CE ma nessuna singola alterazione 
presenta un alta penetranza nel determinare questo tumore(7).  
Molte aberrazioni genetiche ed epigenetiche e le corrispondenti alterazioni 
nelle vie molecolari del segnale sono state determinate nelle diverse fasi del 
processo di cancerogenesi epatica; tra queste la distruzione del complesso 
(GSK3β/APC/axina) e l’attivazione della via Wnt/Frizzled/β-catenina(9), 
l’alterazione della cascata chinasica delle MAPK e l’attivazione della via 
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JAK/STAT attraverso l’indebolimento del loro controllo(10-12) e infine 
l’effetto dell’alterata metilazione globale sui profili di espressione genica 
(13)
. Recentemente la tecnologia del microarray, la quale consente di 
determinare un intero profilo di espressione per un dato tessuto in un 
particolare istante di tempo, associata con la genomica funzionale 
(Functional Genomics), ha reso possibile l’identificazione di un profilo 
genetico che riflette la progressione da tessuto pre-neoplastico a lesioni 
precoci sino alla condizione finale di Carcinoma Epatocellulare(14). Questa 
tecnica presenta dei vantaggi nell’analizzare sistematicamente gli eventi 
biologici in condizioni normali e patologiche differenziando tra condizioni 
diverse di microambiente. 
 
Regolazione del ciclo cellulare e cancerogenesi epatica. 
Il ciclo cellulare è un fenomeno che comprende diverse reazioni 
biochimiche che organizzano e regolano precisi eventi biologici nel contesto 
cellulare. Nella sua complessità il ciclo cellulare determina, in seguito ad 
uno stimolo mitogenico, la duplicazione del materiale genetico e 
l’organizzazione di tutti quei fenomeni molecolari e morfologici che portano 
alla divisione cellulare. Come altri eventi biologici, il ciclo cellulare è 
organizzato in fasi cronologicamente determinate e regolate; questo perché 
sono molteplici le variazioni morfologiche e biochimiche che si verificano 
durante la fasi e le regolazioni che lo caratterizzano. La sensibilità del 
fenomeno ha reso possibile, in termini evolutivi, un altissimo grado di 
precisione, che si riflette in una rete elaborata di interazioni e reazioni che 
determinano una regolazione molto fine risultante nella riduzione della 
probabilità di errori e nel conseguente aumento della fedeltà necessaria per 
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questo processo. I mediatori biochimici principali che agiscono sulla 
regolazione del ciclo cellulare sono proteine; tra queste sono molto 
importanti le cicline, le chinasi ciclina-dipendenti o CDK (cyclin-dependent 
kinase), gli attivatori nucleari CAK (CDK-activating kinase), gli inibitori 
delle CDK: INK4 (inhibitors of CDK4) p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c, 
p19INK4d e la famiglia di proteine CIP/KIP; p21CIP1/WAF1, p27KIP1 e p57KIP2 
che inibiscono l’attività delle CDK determinando l’arresto del ciclo 
cellulare. Tutte queste proteine, attivatrici e inibitrici, hanno una storia 
evolutiva comune essendo altamente conservate tra gli organismi viventi; 
infatti i primi studi sul ciclo cellulare sono stati eseguiti sui lieviti i quali  
presentano un altissima omologia molecolare/genetica con gli eucarioti 
superiori, uomo compreso. Questi effettori agiscono in una rete complessa 
regolando finemente ogni reazione biochimica e processo 
fisiologico/morfologico del ciclo di divisione cellulare. In diversi lavori è 
dimostrato che questi meccanismi di regolazione possono venir meno, e in 
particolari condizioni, determinarne una mancata regolazione che può 
portare all’evento principale della progressione neoplastica, cioè la crescita 
incontrollata. In topi transgenici che iperesprimono le proteine c-myc e 
TGF-α(15), per esempio, è possibile valutare le modificazioni dei processi 
biochimici che portano allo sviluppo spontaneo del Carcinoma 
Epatocellulare. Gli autori hanno dimostrato l’effetto sinergico di c-myc e 
TGF-α sulla deregolazione del ciclo cellulare e sull’apoptosi. In questi 
modelli si verifica un drammatico rafforzamento nei processi mitotici. 
Un’aumentata regolazione positiva della transizione G1-S nel ciclo cellulare 
è mostrata da un aumento dei livelli proteici della proteina pRb libera e 
fosforilata e dalla conseguente formazione dei complessi E2F1-DP1 E2F2-
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DP1; inoltre la presenza di un incremento di E2F1 in forma libera dal 
legame con pRb e attiva durante l’epatocancerogenesi viene indicato 
dall’induzione trascrizionale dei suoi geni bersaglio implicati nella 
progressione del ciclo cellulare come c-myc, ciclina A, Cdc2 e lo stesso 
E2F.  Questi dati suggeriscono, che la coespressione di c-myc e TGF-α 
porta ad un vantaggio nella crescita selettiva delle cellule epatiche 
preneoplastiche provocando quindi la separazione/attivazione delle proteine 
costituenti il complesso pRb/E2F1 e la relativa perdita del controllo operato 
nel punto di restrizione del ciclo cellulare nella transizione di fase G1-S. 
Anche nei ratti F344 e BN indotti alla cancerogenesi epatica con modelli 
chimici sperimentali come il protocollo dell’epatocita resistente(16)  sono 
state mostrate deregolazioni capaci di alterare il normale controllo del ciclo 
cellulare determinando iperproliferazione e tumore epatico(17,18). Gli 
esperimenti sui ratti in accordo con i risultati ottenuti sui topi transgenici 
mostrano come diverse vie biochimiche che esercitano un controllo sul 
segnale proliferativo possono indurre, se potenziate, una condizione 
iperproliferativa, preneoplastica, e in condizioni particolari di 
microambiente, trasformazione tumorale. Sebbene ogni modello 
sperimentale di cancerogenesi epatica possa presentare alterazioni 
molecolari specifiche, in realtà in tutti i modelli sono presenti modificazioni 
molecolari costanti e meccanismi di iperespressione dei geni ciclina D1, c-
myc oltre a fosforilazione di pRb. È noto anche che lo sviluppo del CE 
mostra un alto grado di eterogeneità nelle aberrazioni genomiche e nelle 
mutazioni, come la maggior parte dei tumori mammari. Il fatto che zone di 
neoplasia diverse nell’ambito dello stesso fegato possano possedere 
differenti alterazioni molecolari, suggerisce che il progressivo accumulo di 
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mutazioni differentemente da una singola critica mutazione può portare alla 
distruzione dei meccanismi regolatori della crescita e,  in ultima analisi, a 
trasformazione neoplastica. La complessità del CE rende difficile la ricerca 
di un singolo intervento farmacologico nella sua cura; la ricerca sul tumore 
epatico in questo senso, e a mio modesto parere, dovrebbe indirizzarsi 
sempre più nell’analisi dei processi patologici come la presenza di 
alterazioni dovute a infezioni da virus dell’epatite, condizioni infiammatorie 
in generale, emocromatosi e cirrosi oltre alle cause ambientali esterne 
riconosciute come eventuali contaminazioni alimentari da parte dalla tossina 
Aflatossina-B1. Un ruolo molto importante nella genesi del Carcinoma 
Epatocellulare, recentemente identificato, risiede nella modulazione 
esercitata dagli ormoni sessuali, soprattutto in condizioni d’infiammazione 
determinata dalla simulazione del lipopolisaccaride (LPS), indotta dai 
residui cellulari provocati dalla morte cellulare e mediata dalle cellule di 
Kuppfer (macrofagi epatici).  Nella loro globalità queste condizioni possono 
determinare comuni processi fisiologici e molecolari come l’aumento di 
stress ossidativo cellulare, e soprattutto nelle prime fasi della progressione 
neoplastica, come ampiamente dimostrato, alterazioni di tipo epigenetico.  
Questi processi si riflettono a livello molecolare in un numero alto, ma 
necessario, di alterate regolazioni a livello molecolare che portano le cellule 
ad acquisire le caratteristiche di maggior aggressività. 
Ora è logico riflettere sul fatto che una singola cellula modificata non può 
determinare un tumore; quest’ultimo è infatti composto da un intricata 
ragnatela di tipi cellulari diversi, includendo cellule endoteliali che formano 
i vasi sanguinei e i periciti stromali che stabilizzano lo sviluppo della 
vasculatura nei tumori. Molti altri tipi di cellule, incluse le cellule stromali e 
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le cellule del sistema immunitario, inoltre, circondano le cellule 
neoplastiche e ne influenzano lo sviluppo cooperando nel microambiente 
per garantire la progressione tumorale e la sopravvivenza.  Nel caso 
specifico, più che in altri tumori, considerando la natura epiteliale e la 
tendenza alla rigenerazione, il tumore epatico rappresenta uno di quei casi di 
malattia neoplastica che può essere meglio abbinato alla teoria 
dell’evoluzione della cooperazione tra le cellule tumorali(19) che analizza 
finemente le interazioni tra le diverse cellule e i mutui vantaggi determinati 
dalle stesse. Considerando queste ultime informazioni, lo sviluppo del 
tumore viene determinato probabilmente da cellule iniziate che possiedono 
solo in parte le caratteristiche delle cellule tumorali propriamente dette, ma 
nel complesso, la totalità delle cellule nel loro contesto, raggiunge le 
caratteristiche minime necessarie per la progressione tumorale indipendente, 
con il sostegno delle cellule stromali, all’interno del microambiente,  
includendo endotelio e sistema immunitario.  Ne consegue che i lavori di 
ricerca sul CE analizzano solo parte dei fenomeni della cancerogenesi, 
confrontando singole o poche alterazioni con differenti comportamenti 
fenotipici; inoltre l’analisi dei dati finali è rappresentata dalla media delle 
alterazioni molecolari e genetiche all’interno di un tessuto, ed è quindi 
riferita ad una singola cellula e non ad un contesto cellulare.  Il nostro 
lavoro mette enfasi sull’implicazione della via RAS che porta all’attivazione 
della proteina ad attività chinasica ERK, implicata fortemente nella 
regolazione positiva del ciclo cellulare, dimostrando la modulazione 
biochimica indotta su ERK dal suo inibitore DUSP1, in Carcinomi 
Epatocellulari umani con differente prognosi. È stato dimostrato che queste 
relazioni biochimiche sono profondamente collegate con la perdita della 
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modulazione del ciclo cellulare e, quindi con l’aumentata proliferazione 
cellulare e la trasformazione.  Queste indagini sono state condotte su CE 
umani con differente periodo di sopravvivenza dopo la resezione epatica 
parziale, ed il presente lavoro indaga la presenza di una relazione tra gli 
specifici meccanismi molecolari coinvolti nella modulazione di ERK con la 
maggiore o minore aggressività del CE umano. Com’è ormai 
scientificamente provato, i tumori sono malattie genetiche, in altre parole si 
deve verificare una modifica alla struttura  del DNA perché si possa 
innescare un primo evento di trasformazione. Gli eventi genetici successivi 
sono spesso legati al primo, ossia il primo evento genetico può innescare 
una catena di eventi successivi che portano a condizioni genetiche 
trasformanti. Errori durante la transizione G1-S, e la fase S sono molto 
critici in quanto possono determinare direttamente aberrazioni 
cromosomiche  e l’accumulo di mutazioni deleterie che aumentano lo 
sviluppo di sindromi genetiche e tumori.  Episodi biochimici che simulano 
segnali mitogenici, sono rappresentati da condizioni di elevato stress 
ossidativo, attivazione costitutiva di oncogéni,  condizioni patologiche in 
grado di alterare la fisiologia del fegato (infiammazione e degenerazione); 
se i sistemi di regolazione e riparazione non funzionano correttamente, si 
possono determinare danni al DNA di rilevante entità, elevato tasso di 
mutazione, instabilità cromosomica e aneuploidia, tutte condizioni che 
contribuiscono alla tumorigenesi. 
 
ERK : meccanismi di feedback. 
I diversi segnali extracellulari attivano specifici recettori sulla membrana 
cellulare, che a loro volta sono capaci di trasferire segnali all’interno della 
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cellula, dal citoplasma verso il nucleo.  In ogni istante, negli organismi, 
questo sistema deve essere  pronto alla risposta indotta da stimoli di 
proliferazione e differenziazione. La proteina ad attività chinasica ERK1/2 
viene attivata tramite fosforilazione dopo il legame tra stimoli di crescita 
extracellulare e recettori sulla membrana plasmatici, a sua volta, all’interno 
della cellula, trasferisce i segnali nel nucleo servendosi, nell’ultimo stadio 
funzionale della via, di specifici fattori di trascrizione nucleari. 
L’attivazione/fosforilazione di ERK1/2 rende la proteina abile ad essere 
trasportata attraverso la membrana nucleare. Una volta nel nucleo, pERK 
fosforila e attiva il fattore di trascrizione nucleare Elk e altri fattori di 
trascrizione. Tali fattori determinano la trascrizione di numerosi geni i cui 
prodotti portano a proliferazione, sopravvivenza e angiogenesi, attraverso 
l’attivazione dei fattori di trascrizione c-fos, c-jun, c-myc (proliferazione e 
sopravvivenza) e il fattore di crescita vasale (VEGF-α) e il fattore indotto 
dall’ipossia (Hif-1α) e l’esochinasi II per l’angiogenesi e lo sfruttamento 
delle sostanze energetiche in assenza di vasi sanguinei (i.e. in condizioni 
anaerobie). La via che porta all’attivazione di ERK1/2 è dunque di vitale 
importanza per la regolazione dell’omeostasi tissutale e della sopravvivenza 
cellulare. Come discusso in precedenza, in un particolare contesto 
genetico/cellulare, un’attivazione costitutiva di ERK1/2 può determinare 
aumento della proliferazione cellulare anche in un tessuto che non ha 
ricevuto stimoli esterni di crescita.  Questa condizione, in presenza di 
ulteriori e necessarie variazioni biochimiche e molecolari, può determinare 
perlomeno fattore favorente la progressione neoplastica. Lo stato di attività 
di ERK1/2 è determinato dalla sua fosforilazione indotta dalla proteina 
MEK che a sua volta è stata fosforilata e attivata da pRAF, il primo effettore 
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nella cascata di RAS. Un regolatore dell’attività di ERK1/2 è DUSP1, 
questa proteina  ad attività fosfatasica determina la lisi del gruppo fosfato su 
pERK1/2 così disattivando la proteina e determinandone il transito 
nucleo/citoplasma. DUSP1 possiede due siti di legame diversi per 
ERK1/2(20), un sito caratterizzato da un dominio ampiamente conservato in 
molte proteine che interagiscono con le MAPK è rappresentato da KIM 
(Kinase interaction motif) che contiene un cluster di residui basici.  
Questo dominio possiede un’alta affinità di interazione con particolari 
regioni aminoacidiche  presenti sulle MAPK.  La differenza di acidità e 
basicità di queste regioni ha un effetto modulante sulla forza e sul tempo di 
interazione.  Un altro motivo di legame con le MAPK presente su DUSP1 è 
rappresentato dal sito DEF (Docking site for ERK). In seguito alla sua 
attivazione, pERK espone le ragioni aminoacidiche idrofobiche necessarie 
per l’interazione con il dominio DEF di DUSP1. I domini KIM e DEF 
determinano una diversa risposta di DUSP1 verso ERK e sono condizionati 
dalla diversa dinamica di attivazione di ERK, ovvero dalla sua forza e dalle 
variazioni di intensità di quest’ultima misurate nel tempo. L’attività 
fosfatasica/inibitoria di DUSP1 su p-ERK è determinata, in seguito ad un 
attivazione transiente di ERK, dal legame della stessa al dominio KIM di 
DUSP1.  L’interazione rende possibile la fosforilazione mediata da p-ERK 
su DUSP1 nel residuo ser359 , questo legame fa acquisire a DUSP1 un 
attività fosfatasica, determinando la rottura del legame con il gruppo fosfato 
di p-ERK, con conseguente perdita di attività.  Questo sistema di 
regolazione rappresenta un cosiddetto meccanismo di “feedback negativo” 
ed è molto efficace in quanto evita un incremento di attività eccessivo di 
ERK in seguito ad un segnale transiente, e determina per  DUSP1 un 
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importante ruolo sul controllo del segnale della via di ERK in condizioni 
fisiologiche. Al contrario, un attivazione protratta nel tempo della proteina 
ERK determina un feedback positivo attraverso un meccanismo complesso; 
in questo caso, un attività sostenuta della proteina ERK determina un 
legame della stessa con il dominio DEF di DUSP1, e in queste condizioni 
viene favorita la fosforilazione di DUSP1 nel residuo di ser296. 
Le proteine in generale hanno diversi siti di fosforilazione, la fosforilazione 
in siti diversi può conferire alla proteina diverse funzioni. In questo caso, la 
fosforilazione di DUSP1 in ser296  determina una perdita della funzione 
fosfatasica di DUSP1 esercitatile su p-ERK e inoltre rende DUSP1 
suscettibile alla degradazione proteosomica attraverso il legame specifico 
con il complesso proteico di degradazione SKP2-CKS1 Ubiquitina-ligasi. 
Questo meccanismo di legame selettivo della proteina ERK ai diversi 
domini KIM e DEF di DUSP1 in relazione alla forza di attività transiente o 
sostenuta di ERK determina due possibili  regolazioni della via RAS 
mediante la doppia funzione nel regolare DUSP1 attraverso il legame con il 
dominio KIM, attivante l’attività fosfatasica, e con il dominio DEF, 
deputato all’attività ubiquitinante/degradativa in differenti condizioni 
fisiologiche. Queste diverse vie di attivazione/regolazione consentono alla 
proteina ERK di rispondere agli stimoli in relazione al tipo cellulare, alla 
forza, e alla durata dello stimolo, e di regolare il controllo della transizione 
nella fase G1-S.  
 
Sistemi di degradazione di DUSP1. 
Il complesso Skp2, Cullin, F-box (or SCF complex) è un complesso 
multiproteico che catalizza l’ubiquitinizzazione delle proteine destinate alla 
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degradazione da parte del proteosoma. Le interazioni tra queste proteine e i 
meccanismi che ne scaturiscono hanno un ruolo importante nella 
degradazione specifica di proteine implicate nel ciclo cellulare e in genere di 
proteine la cui degradazione e coinvolta nella regolazione di varie funzioni 
biologiche degli organismi viventi.  
Questo complesso è organizzato da diverse proteine, ognuna delle quali 
svolge un’attività specifica. Il complesso SCF contiene tre subunità 
principali e una varietà di altri componenti critici. La proteina F-box  
contribuisce alla specificità di SCF legandosi direttamente alla proteina 
bersaglio e a sua volta legando il complesso SCF tramite SKP1. In questa 
maniera la proteina bersaglio risulta in prossimità dell’enzima ligasi E2. Il 
complesso SCFSkp2–Cks1 oltre a determinare la degradazione di DUSP1, 
esercita un ruolo importante nel controllo del ciclo cellulare eliminando 
specifici inibitori nucleari della transizione G1-S. L’attivazione/regolazione 
della proteina SCF avviene dopo la fosforilazione della proteina bersaglio. 
Prima di questo evento, l’attività di SCF è mantenuta costante all’interno del 
ciclo cellulare. Nelle fasi del ciclo cellulare, l’affinità per la proteina 
substrato è regolata attraverso l’attivazione mediata dalla fosforilazione da 
parte del complesso cdk/ciclina della proteina bersaglio. 
SKP2 e il suo cofattore  CKS1 sono le subunità deputate a traghettare la 
proteina bersaglio del complesso Ubiquitina-ligasi SCFSkp2–Cks1 
(Skp1/Cul1/F-box protein) .In questa maniera regolano l’ingresso nella fase 
S inducendo la degradazione degli inibitori delle cicline dipendenti dalle 
chinasi, p21cip e p27kip (21). Quindi il complesso Ubiquitina-ligasi SCFSkp2–
Cks1
 attraverso il suo ruolo nello stabilire la degradazione dell’inibitore di 
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ERK1/2 DUSP1 determina una regolazione di ERK1/2 nella sua forma 
attiva e fosforilata.  
 
Ruolo di FOXM1 
La proteina Forkhead box M1 (FoxM1) è un fattore di trascrizione 
proliferazione-specifico che gioca un ruolo chiave nel controllo delle 
transizioni G1-S e G2-M, cruciali punti di regolazione del ciclo cellulare.  
Recenti lavori eseguiti dal nostro gruppo(22) mostrano l’importanza di questa 
proteina capace, attraverso meccanismi molecolari complessi, di 
determinare il mantenimento dell’attivazione di ERK nel Carcinoma 
Epatocellulare umano. I dati ottenuti, da esperimenti eseguiti su campioni 
umani, mostrano un progressivo incremento dell’espressione del gene 
FOXM1 e dei suoi effettori a valle, (Aurora A, Cdc2, cyclina B1, Nek2) che 
promuovono la proliferazione influenzando e regolando le fasi del ciclo 
cellulare, in modo crescente, dal tessuto epatico non tumorale, circostante il 
tumore, verso il CE raggiungendo livelli molto più elevati nei CE a prognosi 
peggiore (HCCP) rispetto a quelli con prognosi migliore (HCCB).  È stata 
inoltre dimostrata la correlazione positiva tra i livelli di espressione di 
FOXM1, l’instabilità genomica e la densità dei piccoli vasi, a scapito di una 
correlazione negativa verso il fenomeno dell’apoptosi. La proteina FOXM1 
è fortemente attivata da ERK in cooperazione con la proteina della via 
Hedgehog GLI-1(23) e, indirettamente, determina la degradazione 
dell’inibitore di ERK, DUSP1, mediante l’attivazione trascrizionale delle 
proteine SKP2 e CKS1, generando così un loop biochimico positivo che 
rinforza l’attività di ERK nel CE umano. Livelli di espressione di pERK1/2 
e GLI-1 sono stati osservati nei CE umani a cattiva prognosi rispetto ai CE 
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umani a buona prognosi ed in entrambi i tipi di tumore più elevati se 
comparati con il tessuto epatico normale e con quello circostante. I dati 
dimostrano che il silenziamento sia di ERK1/2 che di GLI-1 porta ad un 
moderato decremento dei valori proteici di ERK1/2 e GLI-1 e ad un forte 
decremento nei livelli di FOXM1. Risulta molto importante il dato che la 
soppressione combinata di ERK1/2 e GLI-1 determina una inibizione 
completa della proteina FOXM1, mostrando ancora una volta una proprietà 
emergente nelle interazioni molecolari che coinvolgono i processi di 
cancerogenesi nel fegato. Al contrario l’aumentata regolazione indotta con 
transfezione transiente di ERK1/2 o GLI-1 risulta in un incremento proteico 
in GLI1 e pERK1/2 rispettivamente, e in un elevato aumento nei livelli di 
FOXM1(22). Questi dati dimostrano un attività additiva di ERK e GLI-1 nel 
determinare l’iperegolazione di FOXM1. Studi sui bersagli a valle del 
fattore di trascrizione FOXM1 dimostrano una sua capacità nel determinare 
l’attivazione trascrizionale dei geni per il complesso di degradazione SCF 
(Skp2-Cks1) Ubiquitina Ligasi(24). Il lavoro citato mostra che sia nel topo 
KO per FOXM1 (FOXM1 -/-) che nelle cellule di osteosarcoma umano 
U2OS, trattate con siRNA verso FOXM1, si ha una sensibile diminuzione 
della crescita dovuta al blocco mitotico indotto dalle proteine inibitrici, le 
chinasi ciclina-dipendenti (CDKI) p21Cip1 e p27Kip1. Questo lavoro dimostra 
che FOXM1 è un trascrittore di SKP2 e CKS1, che, come in precedenza 
osservato, sono subunità specifiche del complesso di degradazione 
Ubiquitina-ligasi SCFSKP2/CKS1,. Questo complesso lega e porta alla 
degradazione oltre che le proteine inibitrici del ciclo cellulare p21Cip1 e 
p27Kip1, anche la proteina inibitrice di pERK1/2, ossia DUSP1. Mettendo 
insieme questi meccanismi molecolari, un’attivazione sostenuta di pERK1/2 
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produce un feedback positivo capace di attivare la degradazione del suo 
inibitore DUSP1 servendosi dell’attivazione di FOXM1 nella regolazione 
della trascrizione dei geni implicati nella formazione del complesso di 
degradazione Ubiquitina-ligasi. 
 
Ruolo di IEX-1 
IEX-1 è una proteina di risposta precoce ed un bersaglio specifico di NF-kB, 
con un ruolo importante nel mantenere elevata l’attività di ERK(25). IEX-1 
interagisce con ERK fosforilato e a sua volta viene fosforilato da ERK. La 
sua fosforilazione permette a IEX-1 di acquisire la capacità di inibire la 
morte cellulare programmata. Inoltre questa proteina si lega intimamente a  
p-ERK determinandone in questo modo il mantenimento della forma 
fosforilata e, quindi, dell’attività. Gli effetti di sopravvivenza di IEX-1 sono 
direttamente dipendenti dal suo stato di fosforilazione, ma non la sua abilità 
di potenziare l’attivazione di ERK. Al contrario, la modulazione positiva di 
ERK da parte di IEX-1 richiede un associazione intima IEX-1/ERK ma è 
indipendente dallo stato di fosforilazione di IEX-1. Livelli elevati di IEX-1 
determinano così un mantenimento dell’attività di ERK che si riflette nella 
preferenziale fosforilazione di DUSP1 in ser296, rendendo quest’ultima 
suscettibile di degradazione proteosomica.  Considerando questi dati, la 
proteina IEX-1 rappresenta un ulteriore modulatore positivo nel 
rafforzamento della via RAS/MAPK, direttamente, attraverso la sua 
funzione di mantenimento dello stato attivo/fosforilato di ERK, e 
determinando attraverso l’attività di ERK una degradazione sostenuta di 
DUSP1. 
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Nell’ambito globale della malattia neoplastica, il Carcinoma Epatocellulare 
(CE) rappresenta il quinto tumore al mondo in termini di incidenza e la terza 
causa di morte dovuta a tumore. Evidenze sperimentali suggeriscono che 
l’epatocancerogenesi ha una dinamica multifasica, cioè procede per fasi 
distinte cronologicamente caratterizzate da alterazioni molecolari e 
morfologiche specifiche. Nella maggior parte dei casi, il CE si sviluppa in 
presenza di condizioni patologiche a carico del fegato, il più delle volte 
epatite o cirrosi, ma, in alcuni rari casi, si può avere una progressione anche 
da tessuto sano(26).  
La  cirrosi è il fattore di rischio e predisposizione più importante 
nell’insorgenza del CE, essa può essere causata da sofferenza tissutale 
innescata da infezione da parte dei virus dell’epatite B e C (HBV, HCV), 
assunzione di alcool e Emocromatosi ereditaria(27). È noto che lo sviluppo e 
la promozione dei tumori sono accompagnati da complessi cambiamenti nei 
profili di espressione dei geni in uno specifico tessuto all’interno del quale 
si possono presentare numerose diversità tra tessuto sano e tessuto tumorale 
o pretumorale in termini genetici, molecolari e morfologici. Nella 
progressione neoplastica epatica sono state individuate numerose anormalità 
genetiche ed epigenetiche, queste ultime, insieme all’instabilità genetica, 
caratteristiche delle fasi iniziali del processo neoplastico. 
Recenti evidenze suggeriscono che l’instabilità genomica rappresenta uno 
degli eventi precoci nell’acquisizione del fenotipo  neoplastico(28). In questo 
caso si può sostenere che le variazioni ai geni e conseguentemente dei 
profili di espressione, riflettono a livello molecolare il danno genico e/o 
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responsabile dell’instabilità gnomica. C’è la necessità di un particolare 
background nel microambiente come ad esempio condizioni biologiche 
particolari o stati di infiammazione, perché si possano variazioni 
genetico/molecolari che preludono e sostengono il processo della 
cancerogenesi epatica. Diversi geni il cui assetto molecolare risulta 
modificato nella progressione tumorale sono implicati nella regolazione del 
ciclo cellulare. Se si considera che i tumori sono prima di ogni altra cosa 
malattie da iperproliferazione, questo evento molecolare e cellulare assume 
un carattere rilevante nello studio della progressione neoplastica. In diversi 
tumori sono state individuate diverse modificazioni a carico di geni detti 
oncogèni, che favoriscono al trasformazione maligna e la progressione 
tumorale e/o a carico di geni oncosoppressori, che esercitano invece 
un’inibizione nel processo di cancerogenesi. È stata mostrata 
l’iperespressione dei geni c-myc, cyclina D1, ciclina A, e E2f1, che porta 
alla formazione dei complessi ciclina D1- Cdk4, E2f1 – Dp1, e 
all’iperfosforilazione di pRb nelle lesioni epatiche preneoplastiche in topi 
transgenici c-Myc/Tgf-α(15) e nei ratti Fisher 344 indotti alla cancerogenesi 
con il modello dell’epatocita resistente(17). L’effetto generale delle 
deregolazioni riscontrate anche in campioni umani di Carcinoma 
Epatocellulare(6) è di determinare una mancata regolazione nella transizione 
dalla fase G1 alla fase S del ciclo cellulare, cioè negli istanti molecolari di 
questo processo in cui si determina la duplicazione del DNA. Un ruolo 
molto importante nel favorire la transizione G1-S attraverso l’induzione di 
ciclina D1, CDK4, c-Myc e l’iperfosforilazione di pRB è determinato dalla 
cascata di RAS, la cui attivazione regola numerosi segnali coinvolti nella 
crescita cellulare nella sopravvivenza e nella migrazione(29). La proteina 
Federico Pinna, Controllo della progressione del Carcinoma Epatocellulare umano da parte della degradazione 
dell’oncosoppressore DUSP1, Tesi di Dottorato in Epidemiologia Molecolare dei Tumori, Università degli Studi di 
Sassari 
23
RAS riceve segnali di crescita provenienti dall’ambiente extracellulare 
mediante fattori di crescita specifici che legano specifici recettori sulla 
membrana plasmatica e li trasduce, amplificandoli in una cascata 
d’attivazione enzimatica, dal citoplasma verso il nucleo e determinando 
l’attivazione di caratteristici fattori di trascrizione nucleari che esplicano la 
loro funzione direttamente sul DNA, attivando la trascrizione di geni che 
rispondono ai segnali di crescita extracellulare e sopravvivenza. Esistono 
diverse vie attivate da RAS, ma l’effettore maggiormente caratterizzato che 
promuove la progressione del ciclo cellulare è la cascata di attivazione delle 
MAPK (Mitogen-activated protein kinase)(30). In questa cascata, l’induzione 
di RAS determina, in successione,  l’attivazione delle proteine ad attività 
chinasica RAF, MEK ed ERK (Extracellular signal-regulated kinase), 
determinando l’attivazione a valle dei fattori di trascrizione nucleari ELK c-
FOS, c-JUN, c-MYC e i bersagli di ETS(30). L’attività sostenuta di ERK 
riscontrata in vari tipi di tumore, tra cui quelli a carico di polmoni, ovario, 
colon, pancreas e reni, è frequentemente dipendente dalla regolazione 
accentuata della cascata RAS/ERK. Tuttavia, l’attivazione costitutiva della 
proteina ERK può essere presente anche in assenza di un segnale 
RAS/MEK,  cioè indipendentemente da eventuali muazioni che possano 
rendere RAS attiva costitutivamente(31). La proteina RAS è stato il primo 
oncogene scoperto, cioè la prima proteina che si è visto essere capace, se 
mutata e/o prodotta costitutivamente, di determinare, attraverso il 
potenziamento di vie del segnale, e comunque in presenza di altri e 
necessari cambiamenti sistemici al microambiente, l’iperproliferazione e 
eventualmente la  progressione tumorale. Studi recenti indicano che una 
prolungata attivazione di ERK promuove la fosforilazione nel residuo di 
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ser296 di una proteina ad attività fosfatasica/inibente ERK stessa, chiamata 
DUSP1 (Dual-specificity phosphatase 1). La fosforilazione di questo 
specifico residuo, determina una variazione conformazionale o comunque 
una maggior capacità di legame a specifici substrati e  rende la proteina 
DUSP1 suscettibile alla degradazione proteosomica mediata da due proteine 
di riconoscimento del substrato, SKP2 (S-phase kinase –associated protein 
2) e CKS1 (CDC28 protein kinase b1). In questo modo, indirettamente, 
l’accelerata degradazione di DUSP1 rinforza l’attività di ERK e la sua 
cooperazione con il complesso di ubiquitinazione SKP2/CKS1. Un 
meccanismo addizionale che porta all’aumentata regolazione/attività di 
ERK è rappresentato dall’induzione mediata da ERK dell’espressione della 
proteina FOXM1 (Forkhead box M1)(32) , la quale determina con una certa 
forza ed efficacia  la modulazione positiva della trascrizione dei geni per 
SKP2 e CKS1(22).  Al contrario, un attività transiente di ERK porta ad un 
attivazione catalitica di DUSP1, mediata dalla fosforilazione di DUSP1 
catalizzata da ERK in ser359, con susseguente disattivazione di pERK 
mediata dalla rimozione del gruppo fosfato(20). La disattivazione di DUSP1, 
determinata da un’attività sostenuta di ERK, è frequente nei tumori della 
prostata e del tratto uroteliale(33,34), e recenti osservazioni indicano che una 
positività immunoistochimica per DUSP1 nei CE umani è associata con una 
più lunga sopravvivenza del paziente(35). Allo stato attuale le interazioni di 
DUSP1 con ERK e il complesso SKP2/CKS1 ligasi e i meccanismi 
responsabili della disattivazione di DUSP1 nel fegato e in altri tumori non 
sono stati analizzati nel dettaglio. In questo lavoro, abbiamo evidenziato 
un’attività sostenuta della proteina ERK in assenza di mutazione del suo 
induttore principale RAS, comprovando questo fenomeno con la valutazione 
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sperimentale degli effetti delle interazioni di DUSP1, ERK e SKP2/CKS1 
ligasi a livello funzionale e molecolare. Inoltre sono stati indagati i diversi 
livelli di degradazione di DUSP1 indotti dal complesso di 
ubiquitinizzazione/degradazione SKP2/CKS1 in campioni umani di 
Carcinoma Epatocellulare con diversa prognosi. È stata anche valutata 
l’eventuale correlazione tra la degradazione della proteina DUSP1 e 
l’attività di ERK nei pazienti con CE a miglior prognosi (HCCB: 
Hepatocellular Carcinoma – better prognosis) e nei pazienti con CE a cattiva 
prognosi (HCCP: Hepatocellular Carcinoma – poorer prognosis), allo scopo 
di determinare il ruolo di DUSP1 nella cancerogenesi epatica e correlare gli 
effetti delle sue interazioni molecolari con la crescita tumorale e la 
sopravvivenza dei pazienti. Questo consentirebbe eventualmente di 
identificare nuovi potenziali marcatori prognostici e bersagli terapeutici. Un 
resoconto grafico delle vie e delle interazioni indagate in laboratorio e 
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Schema Rappresentativo delle vie del segnale e delle interazioni tra proteine 





























Lo schema mostra la diversa funzione di DUSP1 in seguito all’attivazione 
transiente o continua di ERK e determina per queste due differenti cinetiche 
di attivazione, un controllo negativo di ERK (feedback negativo) mediato 
dalla sua defosforilazione o un controllo positivo (feedback positivo) dello 
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MATERIALI E METODI. 
 
Tessuti utilizzati, linee cellulari e trattamenti. 
Per l’esecuzione del lavoro sperimentale sono stati utilizzati sei fegati umani 
normali, 42 CE con il corrispondente tessuto circostante non tumorale.  
I tumori sono stati divisi in 21 CE a cattiva prognosi (HCCP), caratterizzati 
da una sopravvivenza inferiore a tre anni dopo l’intervento chirurgico di 
resezione parziale, e 21 CE a buona prognosi, caratterizzati da una 
sopravvivenza superiore a tre anni successivamente al medesimo intervento 
chirurgico (tabella 1).  I tessuti epatici umani prelevati da pazienti sono stati 
gentilmente concessi dal Dr. Snorri S. Thorgeirsson del National Cancer 
Institute del National Institute of Health. Per l’analisi funzionale in vitro 
sono state utilizzate per i trattamenti le linee cellulari di carcinoma 
epatocellulare umano 7703, HuH7, SNU-182 e SNU-387. La linea cellulare 
SNU-387 è stata trattata con 20mmol/L di U0126 (EMD Chemicals, Inc.), 
un inibitore specifico di MEK e con diversi RNA interferenti (siRNA) 
contro le proteine SKP2, CKS1 e ERK2. Le cellule 7703 sono state 
utilizzate per un esperimento di demetilazione dei promotori prodotto 
mediante trattamento con 10µmol/L di 5-aza-2-deossi-citidina (5-Aza-dC; 
Sigma-Aldrich Corp.). La linea cellulare SNU-182 è stata trattata con un 
inibitore specifico di DUSP1; Ro-31-8229 5µmol/L (EMD Chemicals, Inc.) 
e con un siRNA contro DUSP1: entrambi i trattamenti sono stati eseguiti per 
determinare uno stato di ridotti livelli della proteina DUSP1.  
I trattamenti sono stati portati avanti in tempi di incubazione differenti. Le 
cellule 7703 sono state fatte crescere per 72 ore e 144 ore in presenza di 5-
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Aza-dC, mentre le altre linee cellulari hanno avuto un tempo di incubazione 
di 12 e 24 ore con i diversi inibitori specifici e gli siRNA.  
Gli esperimenti sono stati eseguiti come riportato nella bibliografia(20, 36-38).  
È stata eseguita una transfezione transiente per i geni; Ha-RAS e ERK2 
utilizzando il cDNA inserito nel vettore plasmidico pUSEamp plasmid 
(Millipore). Per la transfezione del cDNA di SKP2 è stato utilizzato il 
vettore pCMV6-XL vector (OriGene Technologies). La transfezione stabile 
con il cDNA di ERK2 (wild type; Millipore) è stata eseguita su cellule 
SNU-182. Per determinare gli effetti della proteolisi mediata dal 
proteosoma, sono stati aggiunti due inibitori del proteosoma, N-acetyl-Leu-
Leu-norleucinal (ALLN; 10µmol/L) e carbobenzoxy-L-leucyl-leucinal 
(MG132; 25 µmol/L) nelle ultime 3 ore dell’esperimento di transfezione 
transiente(20).  
 
Indice di proliferazione e apoptosi. 
L’indice di proliferazione è stato determinato contando le cellule positive 
all’antigene nucleare di proliferazione cellulare (PCNA) come riportato(39). 
L’indice apoptotico è stato calcolato contando le figure apoptotiche sulle 
sezioni di tumore colorate con ApoTag Peroxidase in situ apoptosis kit 
(Millipore) ed espresso come percentuale sul totale delle cellule contate.  
La vitalità e l’apoptosi delle colture cellulari sono state determinate con 
l’utilizzo, rispettivamente, del kit WST-1 cell proliferation reagent  e con il 
kit cell death detection Elisa Plus kit (Roche Diagnostic).  
Valutazione della densità dei microvasi.     
Per la determinazione della densità dei microvasi, i vetrini con sezioni di CE 
sono stati colorati con anticorpi monoclonali di topo contro CD34 (Vector 
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Laboratories). Le cellule endoteliali o i cluster di cellule endoteliali positivi 
alla colorazione sono stati contati come un singolo microvaso 
indipendentemente dalla presenza del lume vasale(40). Dall’analisi 
quantitativa sono state escluse le rare aree di piccola dimensione che 
presentavano necrosi. Le quattro aree con maggior densità di microvasi per 
ogni tumore sono state fotografate ad alto ingrandimento (200x) e la 
grandezza di ogni area è stata standardizzata con l’utilizzo del software 
ImageJ.  La densità dei microvasi è stata espressa come totale degli spots 
CD34-colorati per area di sezione (0,94mm2). 
 
Real-Time PCR 
I primers per i geni DUSP1 e RNR-18 sono stati scelti con l’assistenza degli 
“Assay-on-Demand Products” (Applied Biosystems).  La reazione PCR è 
stata eseguita con una quantità variabile da 75 a 300ng di cDNA, utilizzando 
il sistema di determinazione ABI Prism 7000  e la polimerasi TaqMan 
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). Le condizioni dei cicli 
consistevano di 10 minuti di denaturazione a 95°C e 40 cicli a 95°C per 15 
secondi e a 60°C per 1 minuto. I valori quantitativi sono stati calcolati 
utilizzando il software di analisi PE Biosystem Analysis ed espressi come N 
target (NT) con NT=2-∆Ct , dove il valore di ∆Ct per ogni campione è stato 
calcolato sottraendo il valore di Ct medio del gene bersaglio dal valore di Ct 
medio del gene RNR-18. 
 
PCR metilazione specifica, sequenza bisolfito, analisi dei microsatelliti. 
Il DNA totale da campioni umani è stato isolato come descritto(41). Come 
controllo positivo e negativo, per ogni reazione, sono stati utilizzati 
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rispettivamente il CpGenome Universal Methylated DNA e il CpG 
Universal Unmethylated DNA (Chemicon International).  
I primers specifici per il promotore metilato e non-metilato di DUSP1 sono 
stati disegnati per la PCR metilazione specifica con il software 
MethPrimer(42). I risultati sono stati confermati dalla sequenza genomica al 
bisolfito utilizzando un set di primers gentilmente prodotti dal Dr. T. 
Visakorpi (University of Tampere).  La perdita di eterozigosi  (LOH) del 
locus di DUSP1 è stata esaminata con l’utilizzo dei primers D5S677, 
D5S498 e WI-22759 come pubblicato(43). La perdita di eterozigosi è stata 
determinata in presenza di una riduzione del 50% o superiore dell’intensità 




Le mutazioni geniche di Ha-RAS, Ki-RAS, e N-RAS (esoni 12 e 13), A-
RAF (esoni 10 e 13), A-RAF (esoni 11 e 15), RAF-1 (esoni 10 e 14), del 
recettore del fattore di crescita dell’epidermide (EGFR; esoni 18-21), e di 
DUSP1 (dominio catalitico), sono state valutate  in campioni di tessuto 
epatico non patologico; carcinoma epatocellulare e rispettivo tessuto 
circostante, mediante sequenza diretta del DNA come precedentemente 
descritto(44-47).   
 
Analisi western-blot e immunoprecipitazione. 
Gli estratti proteici da tessuto epatico sono stati valutati separando 100 µg di 
lisato proteico totale in un gel di poliacrilamide al 10% come riportato(17,18). 
Questo volume di proteine ha permesso la valutazione quantitativa anche 
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nei tessuti con basso livello di espressione benché talvolta siano state 
raggiunte condizioni di saturazione in tessuti con alti livelli di espressione. 
Come conseguenza di questo, alcune differenze nei livelli proteici 
potrebbero essere sottostimate. Successivamente dopo la separazione 
elettroforetica, le proteine sono state trasferite dal gel su membrana di 
nitrocellulosa mediante l’utilizzo di un apparato di trasferimento. Le 
membrane sono state fatte reagire con i diversi anticorpi specifici per le 
proteine oggetto di studio. L’attivazione del fattore inducibile dell’ipossia 
1α (Hif-1α) è stata ottenuta determinando la quantità di complesso Hif1α-
p300 attraverso immunoprecipitazione con l’anticorpo anti-Hif1α e 
incubando la membrana con un anticorpo policlonale anti-p300 (goat).  I 
complessi di DUSP1 con ERK2, SKP2, e CKS1 sono stati determinati 
immunoprecipitando DUSP1 con un anticorpo anti-DUSP1 e trattando le 
membrane con anticorpi rispettivamente contro ERK2, SKP2 e CKS1.  
L’immunoprecipitazione di SKP2 è stata fatta seguire dal trasferimento su 
membrana e successivo trattamento con anticorpo anti-CKS1, mentre a 
quella di DUSP1 è seguito l’immunoblotting con anticorpo monoclonale 
anti-ubiquitina (mouse). Questi esperimenti sono stati eseguiti per provare 
qualitativamente e quantitativamente i complessi SKP2/CKS1 e 
DUSP1/Ubiquitina, rispettivamente.  Le bande sono state quantificate e rese 
in unità arbitrarie mediante l’utilizzo dell’analizzatore di immagini 
ChemiDoc XRS (Biorad), utilizzando il software di analisi 1-D 
QuantityOne (Biorad) e normalizzando le bande contro i livelli di β-actina 
determinati anche essi mediante la tecnica del western-blot. 
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Per valutare la significatività statistica sono stati utilizzati i tests t-Student e 
Tukey-Kramer. Il test di Fisher è stato utilizzato per l’analisi comparativa 
della sopravvivenza nei due sottogruppi di carcinoma epatocellulare. 
L’analisi della regressione lineare è stata eseguita con il software GraphPad 
Instant 3. Valori di p<0,05 sono stati considerati significativi. I dati sono 
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Caratteristiche clinico patologiche e analisi mutazionale. 
I dati nella tabella 1 mostrano la presenza di due distinti sottogruppi di 
pazienti con una periodo medio di sopravvivenza rispettivamente di 67.51 e 
9.19 mesi, dopo resezione parziale del fegato (p<0.0001). In base alla 
lunghezza della sopravvivenza, i CE sono stati definiti tumori a buona 
prognosi (HCCB) e a cattiva prognosi (HCCP)(39).  Tra i due gruppi non è 
stata riscontrata nessuna differenza significativa per ciò che riguarda sesso, 
età dei pazienti, eziologia, presenza di cirrosi, dimensione del tumore, 
differenziazione (grado di Edmondson  e Steiner), e livelli sierici di α-
fetoproteina. La tabella 1 evidenzia un indice di proliferazione 
significativamente più elevato e un più alto livello di densità dei piccoli vasi 
(MVD) negli HCCP rispetto al sottogruppo HCCB. Per quanto riguarda lo 
stato delle sequenze geniche di Ha-RAS, Ki-RAS, N-RAS, A-RAF, B-RAF, 
RAF-1 e EGFR, non è stata evidenziata nessuna mutazione in alcun 
campione analizzato. 
 
Attivazione di ERK nel Carcinoma Epatocellulare umano. 
Un progressivo incremento nei livelli delle proteine attive ERK1 e ERK2 è 
stato evidenziato dal tessuto non neoplastico circostante il tumore al CE, 
mostrando i maggiori livelli nei CE a cattiva prognosi (HCCP), rispetto ai 
campioni estratti da tessuto epatico sano.  
Un modello di espressione simile è stato evidenziato per alcune proteine 
bersaglio a valle nella via del segnale di ERK, tra qui HIF-1α e il complesso 
che ne determina la sua forma attiva, Hif-1α – p300, e per il fattore di 
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crescita vasale VEGF-α (vascular endothelial growth factor) e l’esochinasi 
II (HXKII), come si può notare dall’analisi delle bande e dagli istogrammi 
indicanti i valori densitometrici in figura 1.  
Questi dati indicano che l’induzione della proteina ERK è associata con lo 
sviluppo e la progressione del Carcinoma Epatocellulare attraverso 
l’induzione di proteine capaci di determinare e orchestrare fenomeni pro-
tumorali caratteristici come la proliferazione, la sopravvivenza e la 
formazione di nuovi vasi sanguigni necessari per la progressione 
tumorale(13). Dal momento che l’emivita della proteina ERK può essere 
modulata dal suo inibitore specifico DUSP1(20,48) , abbiamo determinato 
l’espressione di DUSP1 mediante PCR-Real Time e immunoprecipitazione. 
Dall’analisi quantitativa eseguita mediante PCR (figura 2A), si evince un 
incremento di 2.9 volte nel livello di mRNA di DUSP1 negli HCCB rispetto 
al campione di controllo rappresentato dal fegato normale non patologico. 
Al contrario, nessun aumento di espressione e stato rivelato nel fegato 
circostante (SLB e SLP – surrounding liver with better prognosis, 
surrounding liver with poorer prognosis) e in 16/21 HCCP se confrontati 
con il fegato di controllo. Nei restanti 5 HCCPs (23,8%), comunque, è stata 
trovata una leggera iporegolazione di DUSP1 (valore medio ± deviazione 
standard 0.003±0.00017; i dati non sono mostrati nella figura 2).  
Di seguito, la PCR metilazione specifica e l’analisi dei microsatelliti hanno 
mostrato una concomitante ipermetilazione e perdita di eterozigosi nel locus 
di DUSP1 solo nei 5 campioni che esibiscono iporegolazione (figure 3 e 4). 
In accordo con i valori di espressione genica ottenuti con la PCR, i livelli 
proteici di DUSP1, mostrati in figura 2 risultano incrementati negli HCCB. 
Tuttavia, in contrasto con il profilo di espressione del mRNA di DUSP1, 
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una marcata sottoregolazione del livello proteico di DUSP1 si verifica in 
tutti gli HCCP, ad indicare un possibile evento post-traduzionale, capace di 
determinare la riduzione dei livelli di proteina negli HCCP, rispetto al 
controllo a fronte di un profilo di espressione immutato.  
A proposito della ricerca di eventuali mutazioni capaci di modulare 
negativamente l’attività della proteina, è molto importante notare che 
nessuna mutazione è stata riscontrata nel sito catalitico di DUSP1, in tutti i 
campioni della collezione da noi analizzati, avvalorando ulteriormente 
l’ipotesi che un meccanismo post-traduzionale può essere responsabile della 
sottoregolazione negli HCCP, in assenza di mutazioni somatiche e 
ipermetilazione del promotore del gene DUSP1. Basandoci sui dati ottenuti 
da un recente lavoro che indicavano la cooperazione tra ERK e il complesso 
SKP2/CKS1 Ubiquitina-ligasi, che determinavano rispettivamente la 
fosforilazione di DUSP1 in ser296 e la sua ubiquitinazione in cellule di 
carcinoma del polmone CL3(20), abbiamo determinato i livelli proteici di 
SKP2 e CKS1 nella stessa collezione dei campioni. L’analisi densitometrica 
è illustrata in figura 2. Per entrambe la proteine, SKP2 e CKS1, si sono 
ottenuti livelli elevati nei CE, principalmente in quelli a cattiva prognosi 
(HCCP). Successivamente sono stati determinati la forma ubiquitinata di 
DUSP1,  i complessi DUSP1-SKP2 e DUSP1-CKS1; i livelli proteici di tali 
parametri sono risultati elevati nei tumori a cattiva prognosi (HCCP), 
suggerendo che il ridotto livello proteico totale di DUSP1 può essere 
determinato dalla sua ubiquitinazione dipendente dal complesso di 
degradazione SKP2/CKS1 Ubiquitina -ligasi nel Carcinoma Epatocellulare 
umano. Questi dati suggeriscono l’esistenza di un mutuo controllo dei livelli 
di DUSP1 e ERK nel fegato neoplastico e preneoplastico, come mostrato 
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dall’analisi di regressione lineare ( ∆ERK1/2/∆DUSP1 =-0.8466, r=-0.9292, 
P<0.0001). 
 
I livelli di DUSP1 correlano inversamente con la crescita del Carcinoma 
Epatocellulare umano. 
Basandoci sulle differenze nei livelli di espressione di DUSP1 nei CE con 
differente rateo di sopravvivenza, abbiamo determinato la relazione tra 
DUSP1 e le caratteristiche clinicopatologiche dei pazienti per valutare il 
ruolo prognostico di DUSP1 nel Carcinoma Epatocellulare umano. I 
campioni tumorali a miglior prognosi, HCCB, esibiscono un indice di 
proliferazione e una densità dei piccoli vasi (MVD), indicatore diretto di 
angiogenesi, 2 volte inferiore (P<0.0001) e un indice apoptotico almeno 1,5 
volte più elevato (P<0.001) rispetto agli  HCCP; valori indicati in tabella 1. 
Come mostrato in figura 5, è stata individuata una correlazione inversa 
importante tra i livelli di DUSP1 e l’indice di proliferazione (r=-0.837, 
P<0.0001) e tra i livelli della stessa proteina e i valori di  MVD (r=-0.961, 
P<0.0001); è stata inoltre trovata una correlazione positiva con apoptosi 
(r=0.626, P<0.0001) e lunghezza di sopravvivenza dei pazienti (r=0.943, 
P<0.0001). Nello studio da noi eseguito non è stata evidenziata nessun’altra 
correlazione con le altre caratteristiche clinicopatologiche, includendo 
eziologia, presenza di cirrosi, livelli di α-fetoproteina, e grado tumorale.  
Questi dati indicano che la sotto-regolazione di DUSP1 è strettamente 
associata con la progressione del Carcinoma Epatocellulare e l’aggressività 
indipendentemente dall’agente eziologico. 
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La cooperazione tra SKP2, CKS1 e ERK sopprime DUSP1 nelle linee 
cellulari di Carcinoma Epatocellulare. 
Le conseguenze funzionali delle interazioni tra DUSP1, ERK, SKP2 e 
CKS1 sono state ulteriormente valuate nelle linee cellulari di CE umano 
7703, HuH7, SNU-387, e SNU-182. Livelli elevati di DUSP1 sono stati 
determinati attraverso analisi Western-blot solo nella linea cellulare SNU-
182 (figura 6). 
Nella linea cellulare 7703, la PCR metilazione-specifica ci ha permesso di 
dimostrare che la sotto-regolazione di DUSP1 dipende dall’ipermetilazione 
del promotore (dati non mostrati), mentre i bassi livelli di DUSP1 sono stati 
associati con la sovraespressione delle proteine SKP2 e CKS1 nelle linee 
cellulari HuH7 e SNU-387, nelle quali non è presente ipermetilazione del 
promotore di DUSP1. Un approccio differente è stato utilizzato per 
modulare il  livello di DUSP1 e delle molecole ad esso correlate nella linee 
cellulari di CE( figura 6, con analisi quantitativa nelle figure 7 e 8).  
Il trattamento con l’agente demetilante 5-Aza-dC ha causato un aumento dei 
livelli di DUSP1 solo nelle cellule 7703 (fig.6A e fig. 7A), confermando che 
in questa linea cellulare il silenziamento avviene mediante l’ipermetilazione 
del promotore. Come atteso, il trattamento con 5-Aza-dC non ha prodotto 
nessun effetto sui livelli di DUSP1 nelle altre linee cellulari analizzate, 
dimostrando l’assenza di ipermetilazione al promotore (dati non mostrati). 
Nelle cellule 7703, l’induzione di DUSP1 dopo trattamento con  5-Aza-dC è 
stata accompagnata dalla sotto-regolazione di SKP2, CKS1, pERK1/2 e 
delle sue proteine bersaglio, Hif-1α e VEGF-α.. La soppressione dell’attività 
di ERK mediante trattamenti rispettivamente con UO126 (inibitore di MEK-
ERK; figure 6B e 7B) e siRNA specifici contro ERK2 (figg. 6C e 7C)  ha 
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incrementato i livelli di espressione di DUSP1, determinando una 
diminuzione dei livelli dei complessi DUSP1-ERK2, DUSP1-Ubiquitina, 
nelle proteine SKP2 e CKS1, e ancora nei complessi SKP2-DUSP1 e 
CKS1-DUSP1 nelle linee cellulari SNU-387.  
Risultati equivalenti sono stati ottenuti per le linee cellulari HuH7 (dati non 
mostrati). Nel complesso, i presenti risultati enfatizzano il ruolo di ERK 
nella soppressione di DUSP1 attraverso la transattivazione di SKP2/CKS1.   
Al contrario, la soppressione di DUSP1 nella linea cellulare SNU-182 
mediata dall’inibitore specifico RO-31-82020 (fig.4D e S4A) e dal siRNA 
contro DUSP1 (figure 6E e 8B), produce un’induzione di SKP2, CKS1, 
pERK1/2 e delle sue proteine bersaglio VEGF-α e HIF-1α, sostenendo 
fortemente il ruolo inibitorio di DUSP1 nella via di ERK.  Inoltre, la 
soppressione di SKP2 mediante l’utilizzo di siRNA in cellule SNU-387 (fig 
6F e 7C) e HuH7 (dati non mostrati) determina una iper-regolazione di 
DUSP1 e una sotto-regolazione dei complessi di DUSP1 con SKP2, CKS1, 
ERK2, e ancora DUSP1 ubiquitinato e  pERK1/2, Hif-1α e VEGF-α, senza 
peraltro mostrare nessun effetto sui livelli di CKS1.  Il decremento nei 
livelli del complesso DUSP1-CKS1, apparentemente contradditorio, 
considerato l’assenza di variazioni nei livelli di espressione di CKS1 in 
cellule trattate con siRNA contro SKP2, riflette il decremento in almeno un 
componente del complesso trimerico formato dalle proteine DUSP1, SKP2 
e CKS1, e può far pensare ad una cinetica di legame complessa e dipendente 
da un esatta stechiometria  tra i tre componenti proteici. Come ci 
attendevamo, l’inibizione di SKP2 non ha effetto su DUSP1 nelle linee 
cellulari di CE 7703 e SNU-182 (dati non mostrati), questo è dovuto 
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probabilmente all’assenza di regolazione post-traduzionale nelle cellule 
7703 e all’elevata attività di DUSP1 nelle cellule SNU-182.  
Infine, la sotto-regolazione di CKS1 ottenuta con l’utilizzo di siRNA risulta 
in un’aumentata espressione di DUSP1 e un relativo decremento di DUSP1 
ubiquitinato, senza alterazioni nei livelli di SKP2 e pERK1/2 nelle cellule 
SNU-387 (fig.6G e 7D) e nella linea cellulare HuH7 (dati non mostrati).  
Nel complesso, questi risultati implicano un ruolo cardine di DUSP1 sulla 
modulazione della cascata di ERK e mostrano che le proteine ERK, SKP2 e 
CKS1 sono coinvolte, mediante transattivazione e azione diretta, nella 
degradazione di DUSP1 nel Carcinoma Epatocellulare umano. Gli effetti 
della modulazione di DUSP1 e delle molecole collegate alla crescita 
cellulare e all’apoptosi sono mostrate nella figura 9.  
L’induzione dell’espressione di DUSP1 nelle cellule 7703 e SNU-387 
trattate rispettivamente con 5-Aza-dC e U0126, è stata accompagnata da una  
rapida inibizione della crescita e un incremento della morte cellulare 
programmata. Risultati equivalenti sono stati ottenuti nelle stesse linee 
cellulari trattate con siRNA contro ERK2 (dati non mostrati).  Lo stesso 
effetto sulla crescita cellulare e sull’apoptosi si è verificato dopo un 
trattamento della linea cellulare SNU-387 utilizzando siRNA contro SKP2 e 
CKS1. Infine il trattamento delle cellule SNU-182 con  l’siRNA per DUSP1 
e l’inibitore specifico RO-31-8220 (non mostrato) è risultato in un 
incremento del 50% nel rateo di crescita, senza determinare alcuna 
variazione nella morte cellulare. I dati ottenuti e discussi sopra, 
suggeriscono un ruolo di ERK e del complesso SKP2/CKS1 Ubiquitina-
ligasi nella degradazione proteosomica di DUSP1 nel Carcinoma 
Epatocellulare umano.  Per avvalorare ulteriormente questa ipotesi, abbiamo 
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indagato gli effetti degli inibitori del proteosoma ALLN e MG132 sui livelli 
di DUSP1 nella linea cellulare SNU-182 dopo transfezione transiente con 
Ha-RAS, ERK2 e SKP2 (figura 10). 
La transfezione dei costrutti pUSEamp/Ha-RAS, pUSEamp/ERK2, e 
pCMV6XL/SKP2 porta a risultati equivalenti, determinando un forte 
incremento nell’espressione di Ha-RAS, ERK2 e SKP2 rispetto ai valori di 
espressione dei medesimi geni ottenuti con la transfezione del solo plasmide 
in assenza del gene (figura. 10 A-C).  L’induzione dei suddetti geni non 
viene modificata in seguito a trattamento con ALLN, laddove il trattamento 
con MG132 induce un evidente incremento nei livelli di ERK2, Ha-RAS e 
SKP2 (figg. 10 A, B e D). La simultanea transfezione dei geni ERK2 e Ha-
RAS risulta in una sottoregolazione di DUSP1 e in un incremento dei livelli 
di DUSP1 ubiquitinato, ma questi effetti possono essere prevenuti con il 
trattamento con ALLN e MG132 (figura 10 A e B). Inoltre un incremento 
nei livelli di SKP2 e CKS1 avviene in cellule transfettate con ERK2 che 
sono poco o per niente influenzate dagli inibitori del proteosoma (figura 
10B). La transfezione con SKP2 ha portato ad un forte decremento nei 
livelli di DUSP1, associati con un aumento dell’ubiquitinazione dello stesso, 
e con un livello incrementato di ERK2 da solo e complessato con DUSP1 e 
ancora dei complessi CKS1/SKP2, DUSP1/CKS1 e DUSP1/SKP2 (figura 
10C). Similmente a quanto riportato nella discussione dei dati relativi alla 
transfezione cellulare di ERK2 e Ha-RAS, la sotto-regolazione di DUSP1 è 
stata prevenuta dopo il trattamento  con inibitori del proteosoma in cellule 
transfettate con SKP2 (figura.10D).  
Infine, l’aumentata espressione di ERK2 è stata sovvertita con l’utilizzo di 
siRNA contro SKP2 e CKS1 in cellule transfettate con ERK2 (figura 10E). 
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In queste ultime cellule, la riduzione dei livelli di ERK2 attraverso il 
trattamento con siRNA contro SKP2 e CKS1 è stata accompagnata 
dall’induzione di DUSP1 e dalla riduzione del complesso DUSP1-
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Cb, CE con migliore prognosi 
bHCCp, CE con peggiore prognosi 
cPercentuale di epatociti positivi per l’antigene nucleare di proliferazione cellulare. Media ± 
SD; P < 0.0001. 
dPercentuale di corpi apoptotici. Media ± SD. P = 0.0012. 
eDensità dei micro-vasi. Media ± SD, P < 0.0001. 





Variabili                                                                               Caratteristiche 
 HCCba HCCpb 
N. di pazienti 
   Maschi 
   Femmine 
21 
20 
  1 
21 
19 
  2 





   HBV 
   HCV 
   Malattia di Wilson 
   Emocromatosi 
   Non disponibile 
 
 14 
  3 
  0 
  0 
  4 
 
12 
  6 
  1 
  1 
  1 
Cirrosi 
   + 
   - 
 
15 
  6 
 
15 
  6 
Grandezza del tumore 
   > 5 cm 
   < 5 cm 
 
12 
  9 
 
15 
  6 
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   < 300 ng/ml of siero 
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Figura 1. Attivazione della cascata di ERK in fegato umano normale, CE e 
corrispondente tessuto epatico circostante non tumorale. Sulla sinistra, 
Western blots delle forme attivate di ERK1/ERK2 e dei loro effettori a valle 
HIF-1α, VEGF-α, e Esochinasi II (HXKII). La forma attiva di HIF-1α è 
stata individuata determinando il complesso HIF-1α/p300 mediante 
immunoprecipitazione con anticorpo anti-HIF-1α e trattamento su 
membrana con anticorpo anti-p300. Sulla destra, analisi mediante emissione 
di chemiluminescenza eseguita utilizzando 6 fegati normali, 21 CE a buona 
prognosi (HCCBs) e  21 CE a cattiva prognosi (HCCPs), e il corrispondente 
tessuto epatico circostante non tumorale con buona e cattiva prognosi; dati 
espressi in valori di media±DS. Test statistico di Tukey-Kramer: ●, CE e 
tessuto circostante corrispondente contro tessuto normale P<0,05; *, CE e 
tessuto circostante corrispondente, P<0,001; ‡, differenza da HCCB per 
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Figura 2. Livelli di DUSP1, SKP2 e CKS1 in campioni umani normali, CE 
e corrispondente tessuto epatico circostante non-tumorale. A, i livelli di 
mRNA di DUSP1 sono stati determinati mediante qRT-PCR. NT=2-∆Ct, 
∆Ct=CTRNR18 – Cttarget gene. Colonne, media di sei controlli (tessuto non-
tumorale), 21 HCCB e 16 HCCP (in assenza di ipermetilazione del 
promotore) con corrispondente tessuto epatico circostante. B, 
Rappresentazione di Western-blots in lesioni umane. I complessi di DUSP1 
con ERK2, SKP2 e CKS1 sono stati determinati mediante 
immunoprecipitazione di DUSP1 con anticorpo anti-DUSP1, seguiti da 
immunoblotting con anticorpi contro ERK2, SKP2 e CKS1. 
L’immunoprecipitazione di SKP2, e stata seguita da immunoblotting con 
anticorpi contro CKS1 per determinare i livelli del complesso SKP2/CKS1. 
L’immunoprecipitazione di DUSP1 è stata seguita da immunoblotting con 
anticorpo anti-Ubiquitina  per determinare i valori del complesso 
DUSP1/Ubiquitina. C, analisi mediante emissione di chemiluminescenza 
eseguita utilizzando 6 fegati normali, 21 HCCBs e  21 HCCPs (inclusi quelli 
aventi ipermetilazione del promotore), e il corrispondente tessuto epatico 
circostante; dati espressi in valori di media±DS. Test statistico di Tukey-
Kramer: ●, differenze dal controllo per almeno P<0,05; *, differenze dal  
tessuto circostante corrispondente, P<0,001; ‡, differenza da HCCB per 
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01 AGACAGGGT  TTCACCATGT TGGCCAGGAT GGTCTCGATC TCCTGACCTC ATGATCCGCC 060   
061 CCCCCACGGC CTCCCGAAGT GCTGGGATTA CAGGTGTGAG CCACAGCGCC CAGCTCTTAA 120 
121 AAAGTTTTCT TTTTGAAAAA TTTCGGTAGG GGAAGGTATA ATAAATGCTC TTGGTGAGAA  180 
181 AAAAAATGGG ACAAATCAAG TCGGTATGCA GTGAAAAGTC AGCAGCTGTA ACATTCTATG  240 
241 ATTCAACGCA AAAACTATGT TGAGTTCCTC AGCTGAATAA GTAGTATAAA CAATTTCTTT  300 
301 TTCTTCTATC TCTCCATACA GGGAGGGCGT TGCCCTTATC TGAGGACCTC TTTGCTGTCC  360 
361 TCGACCAATG TTCAAATGAA GGTAGAAGAC GCCCTTTTAA AAAAAAAAGC ACTCCATGCC  420 
421 CTGAACTTTT CTAGAAGAAT CCAGGCAGAA CATTTGCGCA GGCGAAAACA CACAAGCTAA  480 
481 GCGAGGCAAA TGCAGAAGTT GCCACTGGTG ATACAGCTCG CACAGCGACG ACACAGGGTG  540 
541 GCCAGCGAAA TCCCCTCCCC CAGGAGGGGA GGAAACCGCA GAATGTTCCT GACTCGGCAC  600 
601 CCGGGCGGGT GGCGCAATGT TTATGTTTGT GTACCCAGCG CGTCGCGTCG CTGCAGCAGG  660 
661 CTCCGCTGTC CAGGGGGCCG TCACTGGGAC TCAGGGCACG GAGATCGCTG GGCGGGGCGG  720 
721 GGGTCTTCCC AAGTGTTGCG ATCCAGGTCC TGGCAATCCG CCCACAATGG CCCGGGATTG  780 
781 GATTTTGCTT TCGGCCTATA ACGGCCGCGA CGACAGGGAG CGAGGGTTGT GGCCGGCTTC  840 
841 TGTTCCGGGT TGGAGGCCCC CAGCCCAGCG CTTAGTGGGC GCTCACTGTG TATACTGCCT  900 
901 ATTTGTATAA TAAAGAAAGG GATGGAGAAG CTCAGTCTGG AGCCAAGGTG ACAGAAACGT  960 
961 GTCGGGCGGC CCCTGGGGGG CGCCGTCGAG TCGCGCTGCG GGTCGCCCCT CACCCCTCCA 1020 
1021 AACGCCAAAC CCTGGAATCC ACTGCGGGGC CTTGCGACCC CTCACCGGGA TTTCAGCCCC 1080 
1081 CTGACCTGCC TCCCTTGGCT CCAAGTCTTC CGGGGGCCAC AAGACTAGGA ATAGCATTAT 1140 
1141 TTCCCGGTGG GAGTTTGCTT GCTCACACTT TCATGGCAAA TGTAGATATT TTAAAGCCAC 1200 
1201 CTTAAAGAAA AGTCTGGGAA ACAGGAAAGC ATTGCCCTGA ACCTCTCCGC CCCAACTCGC 1260 
1261 TCGAGTCGGT CTTGGTAGGG ACGACTTTTC TATCGGCAGA GTTGTTCATT TTTCTCTAAA 1320 
1321 CTTCATCTTA GGCGCCTATT TGCTGCCCCC ACCCCAGTAG TGTGGTTCTG GGCAAGTCAG 1380 
1381 TCGCTTCGCC TGGGGAACCT CAGTTTCCCC GCCTGTTAGT GATGAGGAAA TGAGGAAAAG 1440 
1441 GGGCACAAGA GTATGCAAAA GCACAGGAAG CCCCTTTCGG TTCAGGTCGG CGGCCGAGGG 1500 
1501 GCACGGGGAA GGGGACTCGG GGAGGGAGAG AGGGAGGAGC GGCGAGGCCA AGGCAGGTGG 
1560 
1561 CACGTCGCCC GTTCTCCCGG CCGCTCGCAT CCCGGAGGTC AGCCTCAGCT GGCAGCGAGC 1620 
1681 GAGCAGGCCG GACAGCAGGG CGGGGGCCGG GCCGCGAGCC AGCGCGCGGC GAGCGGACCC 
1740 
1741 AGCTCCGAGG CTGATGACGT CTCCCCCTCT GGCTCGGCGG CGCCTGGCCT GGCAGGGCGG 1800 
1801 GTGACGTCAC CGCCCCGTCA CGTGATCACC ATTCAAACAA ACACCCCCCC TCCCCCTGCG 1860 
1861 CGCGGGTCTG GCCCGCCCCG TCCCCCAGAG GCCGCATATA AACGCGCTCC CCGGGCCAGG 1920 
1921 CTCGCTGCGA AGGACATTTG GGCTGTGTGT GCGACGCGGG TCGGAGGGGC AGTCGGGGGA 1980 
1981 ACCGCGAAGA AGCCGAGGAG CCCGGAGCCC CGCGTGACGC TCCTCTCTCA GTCCAAAAGC 
2040 
2041 GGCTTTTGGT TCGGCGCAGA GAGACCCGGG GGTCTAGCTT TTCCTCGAAA AGCGCCGCCC 2100 
2101 TGCCCTTGGC CCCGAGAACA GACAAAGAGC ACCGCAGGGC CGATCACGCT GGGGGCGCTG 2160 
2161 AGGCCGGCCA TGGTCATGGA AGTGGGCACC CTGGACGCTG GAGGCCTGCG GGCGCTGCTG 2220 




Figura 3. Sequenza del promotore umano di DUSP1. Le isole CpGs 
metilate di 5 CE sono mostrate in carattere sottolineato. Le stesse isole 
CpGs restano non-metilate in tutti gli altri campioni di tumore. Il sito 
trascrizionale di start è indicato in verde.  
Primers: 
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Figura 4. Stato di metilazione del promotore di DUSP1 in CE umano. A, 
l’analisi MS-PCR mostra l’assenza (T1-T4) o la presenza (T5,T6) 
dell’ipermetilazione al promotore di DUSP1. B, esempio di ipermetilazione 
delle isole CpG riscontrati in 5 CE (*) e assenza di metilazione nei 
corrispondenti tessuti circostanti non-neoplastici. C, Rappresentazione 
dell’analisi dei microsatelliti nel locus di DUSP1, mostrante LOH in T6 
determinata con i primes per i microsatelliti D5S677, ma non nel 
corrispondente tessuto non-tumorale circostante e in T1. Abbreviazioni: L, 
DNA Ladder; M, DNA interamente metilato (controllo positivo); U, DNA 
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Figura 5. Relazione tra i livelli di DUSP1 e la proliferazione, l’apoptosi, la 
densità dei microvasi (MVD), e il tempo di sopravvivenza nei CE umani. 
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Figura 6. Analisi Western-blot degli effetti della riattivazione di DUSP1, e 
dell’inibizione di ERK1/2, DUSP1, SKP2 CKS1 in linee cellulari di CE 
umano. Gli immunocomplessi sono stati determinati attraverso 
immunoprecipitazione (IP) di un componente seguita da immunoblotting 
con anticorpi contro il secondo componente (IB), come indicato. La linea 
cellulare 7703 è stata trattata per 72 e 144 h con 5-Aza-dC. Le cellule sono 
state trattate con inibitori o siRNA, per 12 e 24 ore come descritto: UO126 
(inibitore di MEK-ERK), Ro-31-8220 (inibitore di DUSP1) e siRNA contro 
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Figura 7. Analisi quantitativa in chemiluminescenza dei western-blot e 
dell’analisi mediante immunoprecipitazione degli effetti della riattivazione 
di DUSP1 e di ERK1/2  e dell’inibizione di DUSP1 in linee cellulari di CE 
umano. La linea cellulare 7703 è stata trattata a 72 e 144 ore con 5-aza-2-
deossicitidina (5-Aza-dC), mentre le linee cellulari SNU-387 e SNU-182 
sono state trattate per 12 e 24 ore con UO126 e Ro-31-8220 rispettivamente.  
I dati indicano media ±DS da 5 esperimenti. I numeri in ascissa indicano il 
tempo di incubazione (ore), solo con il solvente (C) o con l’inibitore 
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Figura 8. Analisi quantitativa in chemiluminescenza dei western-blot e 
dell’analisi mediante immunoprecipitazione degli effetti della inibizione di 
DUSP1, SKP2 e CKS1 mediante l’utilizzo di siRNA in linee cellulari di CE 
umano. La linea cellulare SNU-182 è stata trattata a 12 e 24 ore con  siRNA 
contro DUSP1 mentre la linea cellulare SNU-387 è stata trattata negli stessi 
tempi con siRNA contro SKP2 e CKS1. I dati indicano media ±DS da 5 
esperimenti. I numeri in ascissa indicano il tempo di incubazione (ore), con 
oligonucleotidi “scramble” (C) o con siRNA specifico indicato. Test 
Tuckey-Kramer : trattati contro C, P<0.001 per tutte le proteine eccetto 
CKS1 e pERK1/2 in cellule trattate con siRNA per SKP2 e CKS1 
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Figura 9. Effetto della riattivazione di DUSP1 e dell’inibizione di ERK1/2, 
DUSP1, SKP2 e CKS1 sulla proliferazione e sull’apoptosi in linee cellulari 
di CE umano. A e A’, la linea cellulare 7703 è stata trattata a 72 e 144 ore 
con 5-aza-dC. B e B’, le cellule  SNU-387 sono state fatte crescere per 12 e 
24 ore con siRNA per SKP2, CKS1 o UO126. C e C’, la linea cellulare 
SNU-182 è stata fatta crescere a 12 e 24 ore con siRNA contro DUSP1. 
Punti: media di 5 esperimenti; barre, DS. Test Tuckey-Kramer: asterisco, 
12e/o 24 h oppure 72 e/o 144 h contro t0, almeno P<0.01. Trattati vs 
controlli: vitalità cellulare 72/144 h o 12/24 h P<0.01; apoptosi, 72/144 h 
per 5-aza-dC e 24 h per tutti gli altri trattamenti escluso siRNA per DUSP1, 
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Figura 10. Effetto esercitato dagli inibitori del proteosoma sui livelli di 
DUSP1 in cellule SNU-182 transfettate con i geni Ha-RAS (A), ERK2 (B) o 
SKP2 (C e D). La transfezione transiente su cellule SNU-182 è stata 
eseguita con cDNA dei geni ERK2 o SKP2 con plasmide pCMV6-XL o con 
Ha-RAS (wild-type) con plasmide pUSEamp.  E, transfezione stabile di 
ERK2 in cellule SNU-182 trattate con siRNA contro entrambi SKP2 o 
CKS1. Le cellule sono state fatte crescere a 37°C per 48h. Quando indicato, 
l’inibitore del proteosoma ALLN o MG132 è stato aggiunto nelle ultime 3 
ore dell’incubazione, alla concentrazione rispettivamente di 10 e 25µmol/L. 
Le cellule sono state raccolte 48 ore dopo la transfezione. I controlli sono 
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Un numero sempre crescente di osservazioni sperimentali attribuisce un 
ruolo assai importante alla cascata chinasica di attivazione RAS-MAPK 
nella genesi e nella progressione del Carcinoma Epatocellulare 
umano(12,13,49,50). Questa via del segnale, ubiquitaria per le cellule 
proliferanti, determina l’attivazione della proteina ERK mediante la sua 
fosforilazione che può favorire, in condizioni di forte sregolazione, la 
progressione del CE e promuovere la crescita tumorale e l’angiogenesi 
(figura 8). Ricerche recenti sulle intime interazioni molecolari tra ERK e 
DUSP1 hanno mostrato un meccanismo di regolazione reciproca tra queste 
due proteine in linee cellulari di mammiferi. L’interazione fisica transiente, 
cioè con assenza di continuità nel tempo, della proteina ERK con DUSP1 
induce l’attivazione catalitica di quest’ultima esercitata nei confronti di 
ERK1/2, mediante la sua proprietà fosfatasica di indurre la lisi del gruppo 
fosfato su pERK(20,48).  Diversamente, l’attività sostenuta di ERK, cioè forte 
e continua nel tempo, porta alla perdita nei livelli totali di DUSP attraverso 
la via di degradazione di quest’ultima mediata dal complesso SKP2/CKS1 
Ubiquitina-ligasi(20). I risultati ottenuti in questo lavoro dimostrano una 
progressiva e aberrante attivazione di ERK1/2 da tessuto epatico circostante 
non tumorale a CE, con un incremento maggiormente pronunciato nei 
tumori a cattiva prognosi (HCCP), in assenza totale di una qualsiasi 
mutazione alla proteina RAS in grado di renderla costitutivamente attiva e 
quindi di potenziare l’attività di ERK. Questo suggerisce un ruolo 
importante per DUSP1, i cui livelli proteici sono significativamente più 
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elevati nei HCCB rispetto agli HCCP, come soppressore tumorale che 
regola negativamente l’attività di ERK nell’epatocancerogenesi.  
Le mutazioni ai geni RAS, RAF, e EGFR che supportano l’attività della via 
RAS/MAPK, sono rare nei CE umani, così come dimostrato in questo 
lavoro e in altri(12,13,49-51). Le mutazioni di RAS e il silenziamento degli 
inibitori di RAS, sono eventi mutuamente esclusivi nei tumori 
pancreatici(52), colo-rettali(53) e del polmone(54).  I nostri risultati pongono 
l’accento sul ruolo fondamentale della degradazione di DUSP1 e della 
conseguente aumentata induzione di ERK nei tumori epatici umani a cattiva 
prognosi (HCCP). I dati oggettivamente dimostrano che la soppressione 
dell’espressione di ERK1/2, SKP2 e CKS1 in colture cellulari determina un 
aumento dei livelli della proteina DUSP1. 
Inoltre, si mostra che la proteina ERK risulta attiva nel tessuto circostante 
non patologico e nei carcinomi a buona prognosi (HCCB) comunque a 
livelli significativamente più bassi che negli HCCP, dove l’espressione di 
DUSP1 non subisce cambiamenti sostanziali nel tessuto circostante, e non 
aumenta nei carcinomi. Queste osservazioni indicano che nonostante 
l’inibizione di DUSP1 teoricamente e indirettamente può contribuire 
all’attivazione di ERK, questo non è presumibilmente il principale 
meccanismo responsabile dell’induzione di pERK1/2 nel Carcinoma 
Epatocellulare umano. Questo è in accordo con la nozione che DUSP1 
agisce come inibitore limitando la durata e la forza dell’attività di pERK1/2 
piuttosto che prevenendone l’espressione(20).  La soppressione di DUSP1 
mediata dalla proteina ERK può invece ulteriormente rafforzare il suo 
effetto sulla crescita del CE prolungando l’emivita di ERK attiva. La 
diminuzione dei livelli proteici di DUSP1 è significantemente correlata con 
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l’incremento di aggressività dei tumori e la ridotta sopravvivenza dei 
pazienti, suggerendo fortemente il suo ruolo prognostico nel CE 
indipendentemente da agenti eziologici, in accordo con lavori precedenti sui 
tumori uroteliali, della prostata e del fegato(55-57).  Al contrario, l’espressione 
di DUSP1 è alta nel tumore della mammella, nel tumore gastrico e del 
polmone(55-57), e la sua inibizione riduce lo sviluppo del tumore pancreatico 
trapiantato nel topo nudo(58).  Il motivo per cui DUSP1 esercita effetti 
diametralmente opposti sulla crescita in differenti tipi di tumori rimane 
oscuro. È stato ampiamente dimostrato che elevati livelli di DUSP1 
proteggono le cellule tumorali contro l’apoptosi  indotta dal cisplatino 
attraverso la soppressione dell’attività di c-jun –NH2-chinasi (JNK)(59).  
Tuttavia, la mancata attivazione di JNK in seguito al trattamento inibitorio 
con siRNA contro DUSP1 in cellule di CE SNU-182 (dati non mostrati) non 
supporta l’eventuale regolazione di JNK da parte di DUSP1 nel tumore 
epatico. È stato mostrato che la proteina IEX-1 (immediate early gene X-1) 
gioca un ruolo importante nell’inibizione dell’apoptosi e nel sostenere 
l’attività di ERK(25), così contribuendo alla disattivazione di DUSP1. 
La proteina IEX-1, una volta fosforilata da ERK, previene la morte cellulare 
e favorisce la proliferazione(25). In questo modo, la quantità relativa della 
proteina IEX-1 e la durata dell’attivazione di ERK in tumori differenti 
possono modulare gli effetti di DUSP1 e la conseguente 
attivazione/disattivazione di ERK. Dati preliminari di esperimenti eseguiti 
dal nostro gruppo indicano la presenza di elevate quantità della proteina 
IEX-1 negli HCCP (dati non presentati), giustificando ulteriormente la 
constatazione di bassi livelli di DUSP1 in questo sottotipo di tumori.  
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Lavori precedenti suggeriscono una regolazione epigenetica 
dell’espressione di DUSP1 nel tumore della prostata(33). In questo lavoro, 
noi dimostriamo che la sotto-regolazione di DUSP1, similmente a quella del 
gene dell’oncosoppressore RASSF1A(12, 60), si può determinare attraverso 
due meccanismi mutuamente esclusivi, la metilazione del promotore e 
associata o meno alla perdita di eterozigosi (LOH) al locus di DUSP1 e 
l’accelerata degradazione. Risultati recenti sull’attività combinata di ERK, 
SKP2 e CKS1 indicano un loro potenziale ruolo sull’attività di degradazione 
di DUSP1.  Questi eventi sono comprovati dai dati da noi ottenuti come 
mostrato dai punti presentati di seguito: (a), l’induzione di DUSP1 mediata 
dalla demetilazione provocata dalla 5-Aza-dC è associata direttamente con 
la sotto-regolazione di SKP2, CKS1, pERK1/2 e dei suoi bersagli a valle 
(VEGF-α e HIF-1α); (b), la soppressione di SKP2 o CKS1 con specifici 
siRNA è associata con l’aumentato livello proteico di DUSP1 e la diminuita 
quota nei livelli proteici totali della medesima DUSP1 nella forma legata 
all’ubiquitina, così come con la riduzione di pERK e dei suoi bersagli 
angiogenetici e proliferativi a valle; (c), gli siRNA contro SKP2 influiscono 
nella formazione del complesso SKP2/CKS1 (questo non avviene 
silenziando CKS1, il che suggrisce che SKP2 rappresenti il passaggio 
regolativo limitante nel controllo mediato da ERK della ubiquitinazione di 
DUSP1); (d), l’inibizione di ERK, per mezzo del trattamento con l’inibitore 
UO126 o con siRNA specifici, mantiene inalterata l’espressione di DUSP1 e 
induce un decremento nella formazione del complesso DUSP1-Ubiquitina; 
(e), la soppressione sia di SKP2 che di CKS1 con l’utilizzo di siRNA 
decrementa marcatamente la proteolisi di DUSP1 mediata da ERK in cellule 
che sovraesprimono ERK; (f), l’inibizione di DUSP1 mediante l’utilizzo 
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dell’inibitore RO-31-8220 o con siRNA contro DUSP1 è associata con un 
aumentata regolazione delle proteine SKP2, CKS1, pERK1/2 e dei suoi 
bersagli a valle. Inoltre i dati in nostro possesso suggeriscono che il ruolo di 
ERK e SKP2 nella proteolisi di DUSP1 è sostenuto dall’avvenuta inibizione 
nella degradazione di DUSP1 in cellule SNU-182 che esprimono elevati 
livelli di SKP2, ERK2, o Ha-RAS in cui l’inibitore del proteosoma è stato 
aggiunto al terreno di coltura. Questi risultati confermano recenti 
osservazioni in cellule embrionali di rene, dove la sottoespressione di 
DUSP1 è determinata dalla cooperazione di ERK/SKP2/CKS1 con una 
sostenuta attività di ERK promovente la fosforilazione di DUSP1 nel 
residuo ser296, seguita dalla degradazione di DUSP1 dipendente dal 
complesso SKP2/CKS1(20). 
Inoltre i nostri risultati mostrano un ruolo regolativo positivo di ERK 
sull’espressione di SKP2 e CKS1 in cellule in cui è stata eseguita la 
transfezione di ERK.  Dati preliminari in nostro possesso(22), dimostrano 
come l’attivazione di ERK possa determinare l’aumentata regolazione del 
gene FOXM1 la cui proteina regola la trascrizione dei geni di SKP2 e 
CKS1. Questo meccanismo spiega come ERK abbia un’azione diretta 
nell’induzione di un feedback positivo che porta alla degradazione del suo 
inibitore naturale DUSP1 e al conseguente mantenimento in forma attiva di 
pERK. L’induzione del complesso SKP1/CKS1 Ubiquitina-ligasi induce 
l’ubiquitinazione e conseguente degradazione di DUSP1 contribuendo così 
all’attività sostenuta di ERK, come dimostrato in cellule transfettate con 
SKP2. Dal momento che l’attività incontrollata di ERK e l’aumentata 
espressione di CKS1 e SKP2 è frequentemente osservata in molti tipi di 
tumore(30,37,61), i risultati presenti  potrebbero avere implicazioni più ampie 
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nello studio della cancerogenesi. La cooperazione di ERK e SKP2 è stata 
mostrata nel tumore della mammella, dove l’attività sinergica dei due 
oncogeni risulta nella degradazione di p27(62), e questo è stato suggerito 
anche per il tumore della cervice(63).  Ancora, queste scoperte sono 
consistenti con le osservazioni che SKP2 accelera l’abilità sia di N-RAS che 
di H-RAS (entrambi attivatori di ERK) nell’indurre la trasformazione 
cellulare e lo sviluppo tumorale(60, 64).  In accordo con le presenti evidenze, è 
stato descritto che il gene della chinasi mutata in  Ataxia-Telangiectasia 
(ATM), il quale gioca un ruolo cruciale nella risposta cellulare al danno al 
DNA, inibisce l’attività di ERK incrementando l’espressione di DUSP1(65). 
Queste osservazioni suggeriscono un nuovo meccanismo nell’attività 
antitumorale di DUSP1, consistente sull’intensificazione della riparazione 
del danno al DNA.  Risulta intrigante come gli HCCPs,  caratterizzati da 
bassi livelli di DUSP1 esibiscono un elevata instabilità genomica, 
differentemente dagli HCCBs con una attività di DUSP1 relativamente 
alta(13). In questo senso l’attività di FOXM1 potrebbe ricoprire un ruolo 
importante in considerazione della sua capacità di determinare in modo 
estremamente energico la transizione delle fasi G2-M nel ciclo cellulare, 
passaggio critico nella possibile formazione dell’instabilità genomica. 
Tuttavia, saranno necessari ulteriori esperimenti per chiarire le relazioni tra 
le variazioni nell’espressione di DUSP1, la riparazione del danno al DNA e 
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L’analisi approfondita degli esperimenti eseguiti in questo lavoro e dei 
relativi dati ottenuti, pone in risalto la distruzione del mutuo controllo tra 
DUSP1 e la via RAS-ERK nelle fasi di progressione 
dell’epatocancerogenesi e enfatizza il potenziale ruolo di DUSP1 nel 
determinare la prognosi del CE umano.   
La soppressione di DUSP1, determinata dalla sua degradazione ad opera del 
complesso SKP2/CKS1 Ubiquitina-ligasi, è associata con un’attivazione 
non controllata di ERK e dei suoi bersagli a valle negli HCCP , risultando in 
un’incrementata proliferazione, sopravvivenza e proprietà angiogeniche 
degli epatociti neoplastici. Inoltre, questi risultati sottolineano il ruolo 
fondamentale svolto dalla cooperazione tra ERK, SKP2 e CKS1 nella 
degradazione di DUSP1 e mettono in risalto la possibilità che questi 
oncogèni possano inattivare altri geni soppressori. Ancora, i dati in nostro 
possesso  suggeriscono  che strategie terapeutiche volte a riattivare DUSP1 
e/o sopprimere ERK, SKP2 e CKS1 possono avere benefici nel trattamento 
del Carcinoma Epatocellulare umano. In ogni caso, come per altri lavori 
scientifici riguardo il Carcinoma Epatocellulare, si vuole porre attenzione 
sulla difficoltà di determinare in modo univoco un processo molecolare 
ripetibile nella genesi di questo tumore in contrapposizione con una 
impronta molecolare talvolta simile. Questo fenomeno è legato alla grande 
eterogeneità molecolare che viene determinata in diverse condizioni 
patologiche che predispongono al Carcinoma Epatocellulare. Ricerche 
future dovranno necessariamente, in considerazione proprio di queste 
condizioni cellulari/patologiche, muoversi in direzione della scoperta dei 
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meccanismi primari scatenanti, in modo da impedire, con un opportuno 
trattamento preventivo, che si possa determinare il contesto ambientale 
necessario per la progressione del Carcinoma Epatocellulare. Pertanto, la 
ricerca dovrà rivolgersi all’indagine sistemica di un organismo non in una 
determinata condizione per un dato istante di tempo, ma nella variabilità 
temporale e spaziale della progressione del tumore, a iniziare dalla 
condizione non patologica attraverso le varie fasi predisponenti sino alla 
condizione preneoplastica e tumorale. Questo tipo di indagine, rivolta al 
microambiente piuttosto che alla singola cellula, richiede tecniche non 
ancora sviluppate appieno oltre ad un tipo di analisi non convenzionalmente 
utilizzato in biomedicina, rappresentato dalla teoria dei sistemi, che si sta 
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